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論　文　の　内　容　の　要　旨
　生体内での水素イオン（プロトン）の移動は，酵素触媒反応やエネルギー変換などの，生体での重要な機
能の発現に深く関わっている原子過程である。特に，1960年代に P. D. Mitchellにより提唱され，いまでは
広く受け入れられている化学浸透圧説によれば，呼吸，光，食物摂取などによって生体内に導入されたエネ
ルギーは，最終的に細胞内ミトコンドリアに運ばれ，そこで電子伝達系によって遊離され，ミトコンドリア
内膜のプロトンの化学ポテンシャル差に変換され，その化学ポテンシャル差が合成酵素による ATP合成に
用いられる。ミトコンドリア内膜のプロトンの化学ポテンシャル差を生み出しているのは，シトクローム c
酸化酵素（Cytochrome c oxidase）とよばれる膜蛋白質であり，そこでは酸化還元反応に共役して，プロト
ンがミトコンドリア・マトリクスから膜間腔へ運ばれている。近年の構造生物学の進展により，シトクロー
ム c酸化酵素の酸化型還元型双方での原子構造が明らかになりつつある。その結果，H経路とよばれる新た
なプロトン経路が見出され，これがプロトンの化学ポテンシャル差を生み出す経路であることが提唱されて
いる。
　通常生体内でのプロトン移動は，水分子間の水素結合を介して比較的容易に行われる（Grotthuss機構）。
H経路においても，この水分子を介したプロトン移動が重要であるが，その水分子の連なりは，蛋白質のペ
プチド鎖，440番目と 441番目のアミノ酸残基（Tyr440と Ser441）の部分によって途切れている。しかし，
ペプチド鎖を横切るようなプロトンの移動が，どのような微視的過程によって可能になるのかについては，
今まで殆ど何の知見も得られておらず，シトクローム c酸化酵素のプロトンポンプ機能解明のための大きな
課題となっている。
　本論文の目的は，量子論の第一原理に立脚したミクロスコピックな理論計算により，シトクローム c酸化
酵素における，H経路中のペプチド結合を介したプロトン移動の機構を明らかにし，生体内プロトン移動現
象に対する量子論的アプローチを確立することである。理論手法としては，密度汎関数法が用いられている。
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これは，電子同士の相互作用を量子論的効果である，交換相互作用および相関相互作用のレベルまで考慮す
ることができる理論手法であり，実際の物質の構造的性質，安定性を精度よく求めることが可能である。本
論文では密度汎関数法の一般化密度勾配近似が使われており，その精度についても詳しい議論がなされてい
る。また，静的な全エネルギー・電子構造計算に加えて，Car-Parrinello型の第一原理分子動力学法により，
現象の動的側面が調べられている。時間的マルチスケールの克服のために，統計的位相空間のサンプリング
にメタ・ダイナミクス法を用い，計算機内での反応の促進，すなわち実際的なシミュレーション時間の短縮
をはかっている。
　本論文では，実際の原子構造の詳細な解析から，エノール型からケト型への互変異性化がペプチド結合
を介するプロトン移動の鍵となる過程であることに着目している。そこでの理論的シナリオは，Tyr440と
Ser441付近の安定なケト型構造に対して，ミトコンドリア・マトリクス側からの Grotthuss機構によるプ
ロトンの付加が起こり，それによってケト構造が不安定なイミド酸構造になり，さらには膜間腔側からの
Asp51と Ser205によるプロトン引き抜きによりエノール構造が出現し，このエノール構造のケト構造への
互変異性化により，プロトン移動のサイクルが完結するというものである。
　本論文では，まずこのエノール型からケト型への互変異性化の一般的性質を調べるために，もっとも簡単
な蛋白質であるポリグリシンでの反応機構が調べられている。エノール型，ケト型それぞれに，トランス構
造，シス構造の異性体が存在するが，本論文における計算で，ペプチド主鎖の回転自由度により，トランス・
エノール構造，シス・エノール構造，シス・ケト構造，トランス・ケト構造という原子素過程により，エノー
ルからシスへの互変異性化が起きることが明らかになっている。遷移状態は，O-C-N-Hの 4員環構造であり，
水素が酸素と窒素に共有されている。計算で求められた反応のエネルギー障壁は 26 kcal/molであり，生体
内での標準的な反応障壁の高さといえる。
　さらに本論文では，シトクローム c酸化酵素の H経路を横切るペプチド鎖に注目し，その周囲の約 100
原子から成る計算モデルを構築し，それに対する密度汎関数法の静的および動的計算が行われている。まず
イミド酸構造からの，プロトン引き抜きによるエノール型ペプチド結合形成が，Grotthuss機構によって起
こっていること，またそのエネルギー障壁が 5 kcal/molであることが明らかにされている。さらに，エノー
ル型からケト型への互変異性化の原子素過程の詳細が，Car-Parrinelloメタ・ダイナミクス計算によって調
べられている。Tyr440と Ser441間のペプチド結合を介した直接的互変異性化に加えて，近傍のペプチド鎖
はターン構造を有することに着目し，隣の Asp442のペプチド結合を介した二段階の間接的互変異性化の可
能性も調べられている。それにより，直接的互変異性化に比べて，間接的互変異性化では，エネルギー障壁
が 19 kcal/mol程低下することが得られている。また，計算モデルの端の原子を固定する代わりに，室温に
相当する熱振動を与えることにより，さらに 8 kcal/molのエネルギー障壁の低下を見出している。エノー
ルからケトへの互変異性化反応の遷移状態は，ポリグリシンの場合と同様の，リング構造であること，しか
しながら複数のペプチド結合が関与することにより，大きなリング構造（7員環構造）であること，が明ら
かにされている。こうした計算結果に基づき，ペプチド結合を介したプロトン移動のミクロスコピックな機
構として，複数のペプチド結合が関与する，エノールからケトへの互異性化反応機構が提唱されている。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，ミトコンドリア内シトクローム c酸化酵素における膜間プロトン移動の，微視的経路の同定と
対応するエネルギー障壁を，密度汎関数法に立脚した静的および動的第一原理計算によって初めて明らかに
したものである。酸化酵素のターン構造に着目し，複数のペプチド結合が関与する互変異性化がプロトン移
動の原子素過程であることを提唱している点にオリジナリティがある。比較的少数の原子から構成される計
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算モデルのため，得られたエネルギー障壁は高めに出ているが，プロトン移動という生命体での重要な機能
に対する，原子スケールの描像を獲得したという意味で，生命科学および計算科学の分野での大きな学術的
貢献と認められる。また世界的にみても，高水準の研究といえる。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
